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Environmental chemical data and Carcinus maenas biochemical responses
in a coastal eutrophic ecosystem (Obidos Lagoon, Portugal)

Datos quimicos ambientales y respuestas bioquimicas de Carcinus maenas
en un ecosistema costero eutrofico (Laguna de Obidos, Portugal)
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Abstract

The status of Obidos Lagoon (Portugal) was assessed combining water quality, sediment quality, and oxidative stress
responses in female shore crab Carcinus maenas. Two sites were surveyed in October 2005, one located in an impacted,
confined inner branch (Barrosa) and another in the middle of the lagoon more influenced by the seawater input. Concentrations
of ammonium and nitrate + nitrite were notably higher in Barrosa, although the differences in sediment metal contamination
were minor. The availability of dissolved Mn, Cu, Ni, and Cd was higher in Barrosa, particularly in the morning, which suggests
the influence of internal processes occurring near the sediment during the night. Female crabs captured at Barrosa exhibited
alterations in hepatopancreas antioxidants, clearly indicating that the inner branch is a more polluted area. Crabs displayed
increased activity of glutathione peroxidase, catalase, and glutathione S-transferase, as well as lipid peroxidative damage,
whereas no differences were observed for total glutathione. Those significant responses were not accompanied by a significant
elevation of metal levels in the hepatopancreas, suggesting that adverse effects may have been caused by the synergism of
stressors.

Key words: Carcinus maenas, costal lagoon, eutrophication, metals, oxidative stress.

Resumen

Se evalu6 el estado de la Laguna de Obidos (Portugal) mediante la calidad del agua y del sedimento, asi como las respuestas
al estrés oxidativo en hembras de cangrejo Carcinus maenas. En octubre de 2005 se muestrearon dos estaciones en la laguna,
una localizada en un brazo interno e impactado (brazo Barrosa) y otra en la parte media de la laguna, con mayor influencia de
aportes oceanicos. Las concentraciones de amonio y nitrato + nitrito fueron notablemente mayores en Barrosa, mientras que las
diferencias en los niveles de metales en el sedimento fueron minimas. La disponibilidad de Mn, Cu, Ni y Cd disueltos fue mayor
en Barrosa, especialmente por la mafiana, lo que sugiere la influencia de procesos internos que ocurren cerca del sedimento
durante la noche. Las hembras de C. maenas capturadas en Barrosa presentaron alteraciones en sus antioxidantes
hepatopancreaticos, una clara indicaciéon de que el brazo interno es una zona mas contaminada. Los cangrejos mostraron un
incremento en la actividad glutation peroxidasa, catalasa y glutation S-transferasa, asi como daflo peroxidativo de lipidos,
mientras que para el glutation total no se observaron diferencias. Las respuestas significativas no fueron acompafiadas por un
incremento significativo de los niveles de metales en el hepatopancreas, lo que indica que los efectos adversos pudieron haber
sido causados por el sinergismo de las fuentes de estrés.

Palabras clave: Carcinus maenas, estrés oxidativo, eutrofizacion, laguna costera, metales.

Introduction

Eutrophic environments often display a decline of oxygen-
ation during the night, triggering pulses on the availability of
trace metals and nutrients owing to mobilization from sedi-
ments (Point et al. 2007). Aquatic organisms inhabiting those
environments are exposed to multiple stress agents with differ-
ent mechanisms of toxicity, each contributing to a final overall
adverse effect. In order to improve the efficacy of monitoring
programs in such complex circumstances, the combination of
chemical data and biological responses is strongly recom-
mended (Walker and Livingstone 1992, van der Oost et al.

317

Introduccion

Los ambientes eutroficos frecuentemente muestran una
reduccion en la oxigenacion durante la noche, lo que provoce
pulsos en la disponibilidad de los metales traza y nutrientes
debido a su movilizacién desde los sedimentos (Point et al.
2007). Los organismos acuaticos que alli habitan estan expues-
tos a multiples agentes de estrés con diferentes mecanismos de
toxicidad, y cada uno contribuye al efecto adverso general
final. Para mejorar la eficacia de los programas de monitorec
bajo circunstancias tan complejas, resulta muy recomendable
combinar los datos quimicos con las respuestas bioldgicas
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2003, Laffon et al. 2006). Among the wide range of biological
responses pointing to environmental contamination, biochemi-
cal markers have played a singular role, representing early-
warning signals whose detection can prevent adverse effects at
higher hierarchical levels (van der Oost et al. 2003). Enzymatic
and non-enzymatic antioxidant systems are triggered to elimi-
nate reactive oxygen species (ROS), allowing organisms to
overcome oxidative stress (Winston and Di Giulio 1991). The
production of ROS is ubiquitous in aquatic species, antioxidant
induction being an important component of the adaptive
response in organisms exposed to different classes of
contaminants (Stohs and Bagchi 1995). Antioxidant defences
may also be induced by ammonia and nitrites (Das et al. 2004,
Nimptsch and Pflugmacher 2007), highlighting the relevance
of eutrophic conditions in the overall responses of the
organisms.

The European shore crab Carcinus maenas L has a seden-
tary lifestyle, and is an aggressive and voracious predator
living in close contact with the sediment (Baeta et al. 2005).
This species has been extensively used as bioindicator due to
its wide geographical distribution, although studies applying
oxidative stress endpoints under real field scenarios are less
abundant (Astley et al. 1999, Martin-Diaz et al. 2008, Morales-
Caselles et al. 2008). This study reports oxidative stress
responses in a wild population of C. maenas females from a
coastal lagoon (Obidos Lagoon, Portugal) impacted by
eutrophication and moderate metal contamination, and
examines the implications of the co-occurrence of these envi-
ronmental stressors on the ecosystem health.

Material and methods
Sudy area

Obidos Lagoon, located on the west coast of Portugal, is a
shallow coastal lagoon with a wet area of 7 km? (fig. 1). The
lagoon is permanently connected to the sea through a narrow
inlet and comprises areas of different morphological and sedi-
mentary characteristics (Oliveira et al. 2006): several sand
banks, narrow channels, and strong currents in the lower part;
weaker current intensities in the broad middle lagoon; and
muddy bottom sediments in the inner branches. Barrosa branch
is shallower (mean depth of 1 m) and water circulation is
mostly dependent on the tides and on a small tributary that
drains agriculture fields. Domestic effluents from a nearby
town (Caldas da Rainha, 50,000 inhabitants) have been dis-
charged into Barrosa during the past decades. Consequently,
the water quality has been considerably degraded showing
clear symptoms of eutrophication, favouring opportunist
macroinvertebrate species and macroalgal growth (Carvalho
et al. 2005, 2006). Anthropogenic discharges into the middle
and lower parts of the lagoon are negligible or absent, and
degradation of water quality and macrobenthos has not been
identified.
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(Walker y Livingstone 1992, van der Oost et al. 2003, Laffon
et al. 2006). Dentro del amplio intervalo de respuestas biolo-
gicas que indican contaminacién ambiental, los marcadores
bioquimicos han jugado un papel singular, ya que son sefiales
precoces de alerta cuya deteccion puede prevenir efectos
adversos a niveles jerarquicos mayores (van der Oost €t al.
2003). Para eliminar las especies reactivas de oxigeno (ROS)
se desencadenan sistemas enzimaticos y no enzimaticos que
permiten a los organismos superar el estrés oxidativo (Winston
y Di Giulio 1991). La produccion de ROS es ubicua en espe-
cies acuaticas, siendo la induccion antioxidante un componente
importante de las respuestas adaptativas en los organismos
expuestos a diferentes clases de contaminantes (Stohs y Bagchi
1995). Las defensas antioxidantes también pueden ser induci-
das por el amoniaco y los nitritos (Das et al. 2004, Nimptsch y
Pflugmacher 2007), realzando la importancia de las condi-
ciones eutroficas en la respuesta global de los organismos.

El cangrejo comiin europeo Carcinus maenas L tiene una
vida sedentaria, es un depredador agresivo y voraz que vive en
contacto con el sedimento (Baeta et al. 2005). Esta especie ha
sido muy utilizada como bioindicador debido a su amplia dis-
tribucion geografica, aunque son escasos los estudios que han
examinado sus respuestas al estrés oxidativo en condiciones
reales de campo (Astley et al. 1999, Martin-Diaz et al. 2008,
Morales-Caselles €t al. 2008). En este trabajo se determinaron
las respuestas al estrés oxidativo en hembras de una poblacion
silvestre de C. maenas de una laguna costera (Laguna de Obi-
dos, Portugal) eutréfica y moderadamente contaminada por
metales, y se evaluaron las implicaciones de la concurrencia de
estas fuentes de estrés ambiental en la salud del ecosistema.

Material y métodos

Area de estudio

La Laguna de Obidos, localizada en la costa occidental de
Portugal, es una laguna costera somera con un area humeda de
7 km? (fig. 1). Mantiene contacto permanente con el mar a tra-
vés de una entrada angosta y presenta zonas con diferentes
caracteristicas morfoldgicas y sedimentarias (Oliveira et al.
2006): varios bancos de arena, canales angostos y corrientes
fuertes, en la parte inferior (mas cerca del mar); corrientes
menos intensas en su amplia parte media; y sedimentos lodosos
en sus brazos internos. El brazo conocido como Barrosa es més
somero (profundidad media de 1 m) y la circulacion del agua
depende principalmente de las mareas y de un pequefio aflu-
ente de agua que transcurre por campos agricolas. Barrosa ha
recibido las aguas residuales de una ciudad cercana (Caldas da
Rainha, 50,000 habitantes) durante las tltimas décadas y, por
tanto, su calidad del agua se ha visto muy degradada, mos-
trando sintomas claros de eutrofizacion, lo cual favorece las
especies oportunistas de macroinvertebrados asi como el
crecimiento de macroalgas (Carvalho et al. 2005, 2006). Las
descargas antropogénicas en las partes inferior y media de la
laguna son minimas o inexistentes, y no se ha registrado degra-
dacion ni del agua ni de la fauna macrobentonica.
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Figure 1. Location of the sampling sites at Obidos Lagoon (Portugal).
Figura 1. Localizacion de las estaciones de muestreo en la Laguna de
Obidos (Portugal).

Sampling and sample preparation

A survey was conducted in October 2005 at two sampling
sites: one located in a confined inner branch (Barrosa), and
another in the middle part of the lagoon that has a high renewal
of seawater and served as a reference site (fig. 1). Surface
water (0.2-m depth) was sampled during high and low tides in
the morning and afternoon, respectively. Temperature, salinity,
and pH were measured in Situ using a YSI 650 meter. Water
was sampled by hand into several bottles according to the ana-
lytical specifications and transported to a field laboratory for
filtration and preservation. Sediments were collected with a
Van Veen grab; the first centimetres were removed with a
spatula and stored in plastic bags. In the laboratory, surface
sediment samples were oven-dried to constant weight at 40°C
and homogenized. Six females of C. maenas were captured
using baited circular drop nets. Specimens were weighted
(total fresh weight) and measured (cephalothorax width). The
morphological observation of specimens during laboratory
handling showed the absence of ovigerous females. The
hepatopancreas was excised, divided into two parts, immedi-
ately frozen in liquid nitrogen, and stored at —80°C until further
metal analysis and biochemical assays.

Analytical determinations
Water physicochemical parameters
Dissolved oxygen was determined by a modified Winkler

method (Carrit and Carpenter 1966). Suspended particulate
matter was obtained by filtering 250 mL of water through
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Muestreo y preparacion de las muestras

En octubre de 2005 se realizé un estudio en dos estaciones
de muestreo: una localizada en un brazo interno confinado
(Barrosa), y otra en la parte media de la laguna con alta
renovacion de agua marina y que sirvid como sitio de
referencia (fig. 1). Se muestred el agua superficial (profundi-
dad de 0.2 m) durante la pleamar y la bajamar, por la mafiana y
tarde, respectivamente. La temperatura, la salinidad y el pH
fueron medidos in Situ con una sonda YSI 650. Las muestras
de agua se recolectaron a mano en varias botellas siguiendo las
especificaciones analiticas y se transportaron a un laboratoric
de campo para su filtracion y preservacion. Los sedimentos se
recolectaron con una draga Van Veen; los primeros centimetros
fueron recogidos con una espatula y almacenados en bolsas
de plastico. En el laboratorio las muestras de sedimento
superficial se secaron en un horno a 40°C hasta lograr peso
constante y se homogeneizaron. Se capturaron seis hembras de
C. maenas usando nasas circulares encarnadas. Los espe-
cimenes fueron pesados (peso humedo total) y medidos (ancho
del cefalotorax). La observacion morfologica de los espe-
cimenes en el laboratorio indic6 la ausencia de hembras
ovadas. El hepatopancreas se extirpd, se dividid en dos partes,
se congeld inmediatamente en nitrogeno liquido, y se almacend
a —80°C hasta su posterior analisis bioquimico y de metales.

Determinaciones analiticas
Parametros fisicoquimicos del agua

El oxigeno disuelto se determind utilizando un método
modificado de Winkler (Carrit y Carpenter 1966). La materia
particulada en suspension se obtuvo mediante la filtracion de
250 mL de agua a través de membranas de acetato de celulosa
(0.45 pm) y fue determinada por gravimetria. Las muestras
para la determinacion de los nutrientes inorganicos disueltos
(nitrato + nitrito, NO;~ + NO,~; amonio, NH,") se pasaron por
filtros MSI Acetate Plus y se analizaron usando un autoanaliza-
dor Bran Luebbe TRAACS 2000.

Analisis de metales, carbon y nitrogeno

La medicion de Mn, Cu, Cr, Ni y Cd disueltos se realizd
mediante gradientes difusivos en peliculas delgadas (DGT, por
sus siglas en inglés; Davison y Zhang 1994) (0.4 mm de gro-
sor) colocados en agua recolectada en botellas de polipropilenc
(2 L) descontaminadas durante 48 h a 20°C. La extraccion de
los metales de las muestras se llevd a cabo usando 5 mL de
HNO; (1 M). Todas las soluciones extraidas fueron analizadas
directamente mediante espectrometria de masas con acopla-
miento inductivo (ICP-MS, Thermo Elemental Serie X). Las
muestras de sedimento (=100 mg) fueron completamente
mineralizadas con HF y agua regia a 100°C durante 1h en
bombas de Teflon cerradas. Posteriormente, los contenidos de
las bombas se evaporaron hasta la sequedad en frascos de
Teflon (DigiPrep HotBlock, SCP Science), se redisolvieron
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cellulose acetate membranes (0.45 pm) and determined gravi-
metrically. Samples for the determination of dissolved inor-
ganic nutrients (nitrate + nitrite, NO,~ + NO,~; ammonium,
NH,") were filtered through MSI Acetate Plus filters, and ana-
lyzed using a Bran Luebbe TRAACS 2000 autoanalyzer.

Metal, carbon, and nitrogen analyses

The measurement of dissolved Mn, Cu, Cr, Ni, and Cd was
performed by diffusive gradients in thin-film (DGT) samplers
(Davison and Zhang 1994) (0.4 mm of thickness) deployed in
water collected in decontaminated polypropylene bottles (2 L)
during 48 h at 20°C. Elution of metals from samplers was car-
ried out using 5 mL of HNO; (1 M). All elution solutions were
analyzed directly by inductively coupled mass spectrometry
(ICP-MS, Thermo Elemental X-Series). Sediment samples
(=100 mg) were completely mineralized with HF and aqua
regia in closed Teflon bombs at 100°C for 1 h. Bomb contents
were then evaporated to near dryness in Teflon vials (DigiPrep
HotBlock, SCP Science), redissolved with 1 mL of double-
distilled HNO; and 5 mL of Milli-Q water, heated for 20 min at
75°C, and diluted with Milli-Q water (Caetano et al. 2007).
Freeze-dried and homogenized tissue samples (=50 mg) were
digested using a mixture of HNO; and H,0, at 60°C for 12 h,
at 100°C for 1 h, and at 80°C for 1 h, according to the method
described by Ferreira et al. (1990). Concentrations of Al, Fe,
and Zn were determined by flame atomic absorption
spectrometry (Perkin Elmer AAnalyst 100), and concentrations
of Mn, Cu, Cr, Ni, and Cd were determined by ICP-MS. The
accuracy of the analytical procedures was assessed by the
analysis of certified reference materials (MESS-3, AGV-1,
BCSS-1, and NIST-1646a for sediments; TORT-1, TORT-2,
DOLT-1, and DOLT-3 for crab hepatopancreas). To check for
any possible contamination during the analytical procedure,
procedural blanks were analyzed. Organic carbon and nitrogen
were determined in sediment samples using the method
described by Verardo et al. (1990) in a CHN Fisons NA 1500
analyzer.

Oxidative stress parameters

Hepatopancreases were homogenized in a 1:11 w/v ratio
(hepatopancreas weight:buffer volume) of 0.1 mol L' Tris-
HCI (pH 7.4) containing 0.15 mol L' KCI and 20% glycerol.
An aliquot of homogenate was taken to measure thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) and the rest was centrifuged
at 12,000 g for 20 min to remove cell debris, nuclei, mitochon-
dria, and lysosomes. The supernatant was collected and
recentrifuged at 135,000 g for 75 min. The cytosolic fraction
was frozen in liquid nitrogen, and stored at —80°C until use.
Total glutathione (GSH,) content was determined adopting the
enzymatic recycling method using glutathione reductase
(GR) excess, whereby the sulfhydryl group of GSH reacts
with DTNB (Ellman’s reagent) producing a yellow-coloured 5-
thio-2-nitrobenzoic acid (TNB). The formation of TNB was
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con 1 mL de HNO; bidestilado y 5 mL de agua Milli-Q, se
calentaron durante 20 min a 75°C, y se diluyeron con agua
Milli-Q (Caetano et al. 2007). Las muestras de tejido liofiliza-
das y homogeneizadas (=50 mg) fueron digeridas con una mez-
cla de HNO; y H,0, a 60°C durante 12 h, a 100°C durante 1 h,
y a 80°C durante 1 h, seglin el método descrito por Ferreira et
al. (1990). Se determinaron las concentraciones de Al, Fe y Zn
por espectrometria de absorcion atomica a la llama (Perkin
Elmer AAnalyst 100), y las de Mn, Cu, Cr, Ni y Cd por ICP-
MS. La precisién de los procedimientos analiticos se evalud
mediante el andlisis de materiales de referencia certificados
(MESS-3, AGV-1, BCSS-1 y NIST-1646a para sedimentos;
TORT-1, TORT-2, DOLT-1 y DOLT-3 para el hepatopancreas
de cangrejo). Se analizaron blancos para verificar alguna posi-
ble contaminacion durante el procedimiento analitico. Se deter-
minaron el carbono organico y el nitrégeno organico en las
muestras de sedimento siguiendo el método descrito por
Verardo et al. (1990) en un analizador CHN Fisons NA 1500.

Parametros de estrés oxidativo

Se homogeneizaron los hepatopancreas a razéon de 1:11 p/v
(peso del hepatopancreas:volumen del tampén) de 0.1 mol L-!
Tris-HCI (pH 7.4) con 0.15 mol L' KCl y glicerol al 20%. Se
tom6 una alicuota del homogeneizado para medir las sustan-
cias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) y el resto se
centrifugd a 12,000 g durante 20 min para eliminar restos celu-
lares, ntcleos, mitocondrias y lisosomas. El sobrenadante fue
recolectado y centrifugado a 135,000 g por 75 min. La fraccion
citosolica se congeld en nitrogeno liquido y se almacend a
—80°C hasta ser usada. El contenido de glutation total (GSH,)
se determin6 usando el método de reciclaje enzimatico con
exceso de glutation reductasa (GR), en el cual el grupo sulfi-
drilo del GSH reacciona con el reactivo de Ellman (DTNB) y
produce un 4acido 5-tio-2-nitrobenzodico (TNB) de color
amarillo. La formacion de TNB se midi6 mediante
espectrofotometria a 412 nm y los resultados se expresaron en
nanomoles de TNB formado por minuto por miligramo de
proteina. Se determind la actividad glutation S-transferasa
(GST) usando 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) como sus-
trato segun el método de Habig et al. (1974), calculado como
nanomoles de CDNB conjugado formado por minuto por mili-
gramo de proteina usando un coeficiente de extincion molar de
9.6 x 10° M! cm™!. La actividad catalasa (CAT) se determin6
mediante el método de Claiborne (1985). El cambio en la
absorbancia fue registrado a 240 nm y la actividad CAT fue
calculada en términos de nanomoles de H,0, consumido por
minuto por miligramo de proteina. La actividad glutation
peroxidasa (GPx) se determind midiendo la oxidacion del
fosfato nicotinamida adenina dinucleotido (NADPH) a 340 nm
usando H,0, como substrato (Mohandas et al. 1984). La
determinacion del dafio por peroxidacion lipidica (LPO) se rea-
liz6 con base en la medicion de las TBARS (535 nm), segun la
adaptacion de Filho et al. (2001). La razoén de LPO fue expre-
sada como nanomoles de TBARS formadas por miligramo de
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measured by spectrophotometry at 412 nm and the results were
expressed as nanomoles of TNB formed per minute per milli-
gram of protein. Glutathione S-transferase (GST) activity was
determined using 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) as sub-
strate according to the method of Habig et al. (1974), calcu-
lated as nanomoles of CDNB conjugate formed per minute per
milligram of protein using a molar extinction coefficient of
9.6 x 103> M cm™'. Catalase (CAT) activity was assayed by the
Claiborne (1985) method. Change in absorbance was recorded
at 240 nm and CAT activity was calculated in terms of nano-
moles of H,0, consumed per minute per milligram of protein.
Glutathione peroxidase (GPx) activity was determined by mea-
suring the oxidation of nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADPH) at 340 nm using H,0O, as substrate
(Mohandas et al. 1984). The determination of lipid peroxida-
tive (LPO) damage was carried out based on the TBARS mea-
surement (535 nm), as adapted by Filho et al. (2001). The rate
of LPO was expressed as nanomoles of TBARS formed per
milligram of fresh tissue, using a molar extinction coefficient
of 1.56 x 10° M! em™!. Cytosolic protein concentrations were
determined according to the Biuret method (Gornall et al.
1949) using bovine serum albumin (Merck, Darmstadt) as a
standard.

Satistical analysis

Analysis of variance was applied to compare results
between crab groups, followed by the Tukey test (Zar 1996).
Differences between means were considered significant when
P < 0.05. The metal concentrations in crabs and oxidative
stress parameters were correlated with the Pearson analysis
(P < 0.05) in order to detect significant relationships between
variables.

Results

Water and sediment characteristics

Temperature ranged between 18°C and 20°C. The salinity
was slightly lower in Barrosa reflecting the small freshwater
inputs during ebb tide (table 1). The suspended particulate
matter concentration was higher during low tide at both sites.
Dissolved oxygen concentration was approximately 100%
saturation and pH showed larger differences in Barrosa.
Ammonium at both sites accounted for 80-93% of the total
inorganic nitrogen concentrations, and was higher in Barrosa
(44-53 pM) than in the middle of the lagoon (16-28 uM). A
similar inter-site difference was observed for nitrate + nitrite
concentrations (5.1-13 and 1.8-2.0 pM, respectively). In
Barrosa, higher concentrations were registered at low tide, sug-
gesting the influence of freshwater discharges enriched in
nutrients.

The levels of dissolved Cu, Cr, Ni, and Cd indicated low
contamination, although the Barrosa values always exceeded
those registered in the middle of the lagoon. Values ranged
within narrower intervals in the middle lagoon than in Barrosa.
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tejido humedo, usando un coeficiente de extincion molar de
1.56 x 10° M em™!. Las concentraciones de proteina citosdlica
fueron determinadas siguiendo el método de Biuret (Gornall &
al. 1949), usando albumina sérica de bovino (Merck,
Darmstadt) como estandar.

Andlisis estadistico

Para comparar los resultados entre los grupos de cangrejos
se aplicé un andlisis de varianza, seguido de una prueba de
Tukey (Zar 1996). Las diferencias entre las medias se conside-
raron significativas cuando P < 0.05. Las concentraciones de
metales en los cangrejos y los parametros de estrés oxidativo
fueron correlacionados con el andlisis de Pearson (P < 0.05)
para detectar las relaciones significativas entre las variables.

Resultados

Caracteristicas del aguay el sedimento

La temperatura vari6 entre 18°C y 20°C. La salinidad fue
ligeramente menor en el brazo interno de Barrosa, reflejando
los pequefios aportes de agua dulce durante la bajante (tabla 1).
La concentracion de la materia particulada en suspension fue
mayor durante la bajamar en ambos sitios. Los niveles de oxig-
eno disuelto fueron aproximadamente 100% de saturacion y las
mayores diferencias de pH se observaron en Barrosa. En
ambos sitios el amonio explicéd entre el 80% y el 93% de las
concentraciones de nitrogeno inorganico total, siendo mas alto

Table 1. Water physicochemical parameters, ammonium and nitrate +
nitrite concentrations, and dissolved metals from the Barrosa branch and
middle of the lagoon (reference site), during two sampling periods
(morning/high tide and afternoon/low tide).

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos del agua, concentraciones de amonio y
nitrato + nitrito, y metales disueltos en los sitios en el brazo de Barrosa y en
la parte media de la laguna (referencia), durante dos periodos de muestreo
(mafiana/pleamar y tarde/bajamar).

Morning—afternoon
(High tide—low tide)

Barrosa Middle lagoon

Temperature (°O) 19-20 18-19
Salinity 34.5-33.0 35.1-35.4
SPM (mgL™) 4-17 4-12
pH 7.9-8.4 8.0-8.2
0, (%) 94-95 97-102
NH,* 44-53 28-16
NO, +NO, MM 5.1-13 1.8-2.0
Mn (UM) 0.31-0.18 0.22-0.17
Cu 9.6-4.6 1.6-2.2
Cr 8.5-6.5 7.5-6.9
Ni @M) 12-6.0 6.3-4.4
cd 0.15-0.17 0.089
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Table 2. Concentrations of organic carbon (C org) and nitrogen (N org), and
metals in sediments from Barrosa branch and the middle of the lagoon
(reference site).

Table 2. Concentraciones de carbono organico (C org), nitrégeno organico
(N org) y metales en los sedimentos del brazo de Barrosa y de la parte
media de la laguna (sitio de referencia).

Barrosa Middle lagoon
Corg 1.1 0.5
N org 0 0.14 0.036
Al (%) 12 11
Fe 5.0 4.6
Mn 300 298
Zn 144 125
Cu B 52 40
o (eg) 89 83
Ni 35 33
Cd 0.19 0.15

In addition, concentrations in Barrosa were higher in the morn-
ing (high tide) than in the afternoon when the volume was
smaller (low tide). This means that increases in water metal
concentrations were not associated with freshwater inputs, in
regard to nutrients, and consequently additional internal
sources were considered.

The metal concentrations in surface sediments were rela-
tively low (table 2) and the Barrosa values were comparable to
those for the middle lagoon, or only slightly higher (Cu and
Zn). Moreover, Al content was identical at both sites, indicat-
ing a similar grain size. Those values indicate low industrial
influence in Obidos Lagoon. Sediment from Barrosa presented
higher contents of organic carbon and nitrogen, which is in line
with the nutrient data.

Condition index, metal levels, and oxidative stress
endpoints in hepatopancreas of C. maenas

The weight (g), cephalothorax width (cm), and condition
index (calculated as the ratio between wet weight and cephalo-
thorax width) of C. maenas females from the two sampling
sites were not significantly (P < 0.05) different (table 3). The
levels of Cu, Zn, Mn, and Ni in crab hepatopancreas did not
vary significantly between sites (table 3), but accumulated Cr
and Cd were higher in the hepatopancreas of female crabs
captured in Barrosa (0.88 + 0.19 and 0.20 £ 0.04 pg g,
respectively) than in the middle lagoon (0.50 £ 0.04 and 0.12 £
0.03 pg g, respectively).

Catalase, GPx, GST, and LPO in the hepatopancreas of
crabs from Barrosa (inner branch) were significantly higher
than in those from the in the middle lagoon reference site
(fig. 2). Although specimens caught at Barrosa presented
higher levels of GSH,, they were not significantly different
(P> 0.05). The correlations between all the quantified metals
and oxidative stress responses in crab hepatopancreas were sta-
tistically significant between Cr and TBARS (fig. 3).
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en Barrosa (44-53 pM) que en la parte media de la laguna
(1628 uM). Se observd una diferencia similar entre las esta-
ciones de muestreo respecto a las concentraciones de nitrato +
nitrito (5.1-13 y 1.8-2.0 uM, respectivamente). En Barrosa se
registraron concentraciones mas altas durante la bajamar, lo
que sugiere la influencia de descargas de agua dulce enriqueci-
das con nutrientes.

Los niveles de Cu, Cr, Ni y Cd disueltos mostraron una
contaminacion baja debida a estos metales, aunque los valores
para Barrosa siempre fueron mayores que los registrados en el
centro de la laguna. Los valores presentaron intervalos menos
amplios en la parte media de la laguna que en Barrosa. Ade-
mas, las concentraciones en Barrosa fueron mayores por la
maifiana (pleamar) que por la tarde cuando el volumen de agua
era menor (bajamar). Esto indica que el aumento en las con-
centraciones de metales en el agua no esta relacionado con los
aportes de agua dulce, como lo ocurrido con los nutrientes, y
por tanto deberian de considerarse otras fuentes internas.

Las concentraciones de metales en sedimentos superficiales
fueron relativamente bajas (tabla 2) y los valores obtenidos
para Barrosa fueron comparables con los de la parte media de
la laguna, o ligeramente superiores (Cu y Zn). El contenido de
Al resultd practicamente igual en ambos sitios, 1o que indica un
tamafio de grano similar. Estos valores sugieren una minima
influencia industrial en la Laguna de Obidos. El sedimento de
Barrosa mostré6 mayores concentraciones de carbono y
nitrogeno organicos, que concuerda con los datos de nutrientes.

indice de condicién, niveles de metalesy respuestas al
estrés oxidativo en el hepatopancreas de C. maenas

El peso (g), el ancho del cefalotérax (cm) y el indice de
condicioén (calculado como la razén entre peso humedo y
ancho del cefalotorax) de las hembras de C. maenas de las dos
estaciones de muestreo no resultaron significativamente (P <
0.05) diferentes (tabla 3). Los niveles de Cu, Zn, Mn y Ni en el
hepatopancreas no variaron significativamente entre estaciones
(tabla 3), pero los de Cr y Cd fueron mas elevados en el
hepatopancreas de las hembras capturadas en Barrosa (0.88 £
0.19y 0.20 £ 0.04 pg g, respectivamente) que en las captura-
das en la parte media de la laguna (0.50 £ 0.04 y 0.12 £ 0.03 pg
¢!, respectivamente).

La CAT, GPx, GST y LPO en el hepatopancreas de los can-
grejos del brazo interno de Barrosa fueron significativamente
mayores que en los animales del sitio de referencia en la parte
media de la laguna (fig. 2). Aunque los especimenes captura-
dos en Barrosa presentaron niveles mas altos de GSH,, éstos no
resultaron significativamente diferentes (P > 0.05). Las corre-
laciones entre todos los metales cuantificados y las respuestas
al estrés oxidativo en el hepatopancreas de los cangrejos fueron
estadisticamente significativas entre Cr y TBARS (fig. 3).

Discusién

La calidad del agua del brazo interno (Barrosa) de la
Laguna de Obidos es baja debido a las cargas organicas
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Figure 2. Oxidative stress parameters in Carcinus maenas females
captured at the Barrosa inner branch and the middle lagoon reference site
at Obidos Lagoon. Hepatopancreas activities of catalase (CAT), glutathione
peroxidase (GPx), and glutathione S-transferase (GST); total glutathione
(GSHt) content; and lipid peroxidation (LPO). Values represent the means
and standard errors (n = 6 females/sampling site). Asterisks identify
significant differences (P < 0.05).

Figura 2. Pardmetros de estrés oxidativo en hembras de Carcinus maenas
capturadas en el brazo interno de Barrosa y la estacion de referencia en la
parte media de la Laguna de Obidos. Actividades catalasa (CAT), glutatién
peroxidasa (GPx) y glutation S-transferasa (GST), asi como contenido de
glutation total (GSHt) y peroxidacion lipidica (LPO) en el hepatopancreas.
Los valores representan las medias y los errores estandar (n = 6 hembras/
sitio de muestreo). Los asteriscos indican diferencias significativas (P <
0.05).

Discussion

The confined branch (Barrosa) of Obidos Lagoon has poor
water quality as a result of organic loads from urban and
agricultural activities in the drainage basin and the weak tidal
currents, which facilitate the settling of organically enriched
particles (Carvalho et al. 2006). The elevated levels of ammo-
nium and nitrate + nitrite registered during low tide corroborate
these effects, and provide an explanation for the abundant
green macroalgae covering the sediment and high levels of
chlorophyll a (IPIMAR 2006). Nutrients at the reference site
were low. That site was previously classified as oligotrophic or
mesotrophic, while Barrosa was classified as a eutrophic zone
(Pereira et al. in press).

The metal concentrations in fine sediments of this branch
indicated low metal concentrations associated with
anthropogenic sources, as also previously documented for
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Table 3. Weight, cephalothorax width, condition index (CI), and metal
concentrations in hepatopancreas of Carcinus maenas females captured in
Barrosa branch and in the middle of the lagoon (reference site). Mean and
associated standard errors are given (n = 6 females/sampling site).

Tabla 3. Peso, ancho del cefalotérax, indice de condiciéon vy
concentraciones de metales en el hepatopancreas de hembras de
Carcinus maenas capturadas en el brazo de Barrosa y en la parte media de
la laguna (sitio de referencia). Se presentan las medias y sus errores
estandar asociados (n = 6 hembras/estacion de muestreo).

Barrosa Middle lagoon

Weight (2) 25+0.07 23+0.49
Width (cm) 5.1£0.10 5.0+0.04
CI (gcm™) 5.0£0.10 4.6 +0.07
Mn 15£1.7 14+15

Zn 101 £ 14 94+ 8.6

Cu (ng g™ 239+ 69 262 £ 85

Cr dry weight) 0.88 £0.19 0.50 +£0.04
Ni 2.5+0.22 3.7+0.46
Cd 0.20 £ 0.04 0.12+£0.03

procedentes de las actividades urbanas y agricolas en su cuenca
de drenaje, asi como por las débiles corrientes de marea, lo que
facilita el deposito de particulas organicamente enriquecidas
(Carvalho et al. 2006). Los niveles elevados de amonio y
nitrato + nitrito que se registraron durante la bajamar corrobo-
ran estos efectos y proporcionan una explicacion tanto para la
abundancia de macroalgas verdes que cubren el sedimento
como para los altos niveles de clorofila a (IPIMAR 2006). Las
concentraciones de nutrientes fueron bajas en la estacion de
referencia, clasificada como oligotrofico, mientras que el brazo
de Barrosa se ha clasificado como zona eutréfica (Pereira et al.
en prensa).

Las concentraciones de metales en los sedimentos finos de
Barrosa indicaron concentraciones bajas asociadas a fuentes
antropogénicas, como ya ha sido documentado para los conta-
minantes organicos (Carvalho et al. 2006). No obstante, los
niveles ligeramente mayores de los metales disueltos encontra-
dos en la columna de agua, especialmente en la mafiana, son
indicativos de aumentos que ocurren durante la noche. De
hecho, en verano se registr6é una disminucion en la concentra-
cion de oxigeno disuelto durante la noche en el brazo interno y
una mayor disponibilidad de metales en la columna de ague
(IPIMAR 2006). Los niveles de nutrientes también aumentaron
debido a su regeneracion en los sedimentos y su flujo hacia al
agua sobreyacente. La activacion de fuentes internas bajo con-
diciones de baja oxigenacion ha sido descrita para varios siste-
mas eutr6ficos (e.g., Lillebe et al. 2004, Point et al. 2007).

El indice de condicion resultd indéntico para los cangrejos
de ambas estaciones, lo que sugiere la ausencia de efectos
toxicos a este nivel de organizacion biologica (Ferreira €
al. 2006); sin embargo, las diferencias significativas en los
parametros de estrés oxidativo observados en el hepatopan-
creas de C. maenas sugieren alteraciones a nivel molecular y
bioquimico en los especimenes de Barrosa. La presencia de
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organic contaminants (Carvalho et al. 2006). Nevertheless, the
slightly higher levels of dissolved metals found in the water
column, particularly in the morning, are indicative of increases
occurring during the night. Indeed, in summer a decline in dis-
solved oxygen concentration was recorded during the night in
the inner branch, and enhanced metal availability was observed
in the water column (IPIMAR 2006). Nutrient levels also
increased due to regeneration in sediments and fluxes to the
overlying water. The activation of internal sources under
low oxygenation conditions has been described in various
eutrophic systems (e.g., Lillebe et al. 2004, Point et al. 2007).

The identical condition index of the crabs from both sam-
pling sites suggests no toxic effects at this level of biological
organization (Ferreira et al. 2006). However, the significant
differences in oxidative stress parameters found for the
hepatopancreas of C. maenas pointed to alterations at
molecular and biochemical levels in the Barrosa specimens.
The presence of these early warning signs in crabs is an indica-
tion of possible toxicity effects (Moore 1988). The deteriorated
conditions of the inner branch appear to induce the enzymatic
antioxidant defenses, expressed through the increased activity
of CAT, GPx and GST. An increase in the activity of antioxi-
dant enzymes could reflect an adaptation to a repeated pulsed
exposure to toxics, conferring increased protection from oxida-
tive stress. Induction of CAT and GPx provides an indication
of higher H,O, production in the hepatopancreas of the Barrosa
specimens, suggesting the presence of redox-active contami-
nants. In this context, the role of Cr cannot be overlooked as
discussed below. Glutathione S-transferase can play a dual
defensive role in cells catalyzing the phase II conjugation of
reactive metabolites of organic compounds or the reduction of
organic hydroperoxides by GSH (GST of a class) and thus also
acting as GPx (Cnubben et al. 2001). Considering the unaltered
GSH, levels, enzymatic antioxidants, namely GSH-dependent
enzymes, seem to be the first line of defense against contami-
nants in Barrosa. Increased activities of CAT, GPx, and GST
have been described in several aquatic species from sites
impacted both by metal and organic contaminants (Di Giulio et
al. 1993, Stephensen et al. 2000). Particularly, the hepatopan-
creas of C. maenas showed an in situ induction of GST
activity, which was associated with metal levels (As, Cd, Cr,
Cu, Fe, Hg, Mn, and Pb) in sediments (Martin-Diaz et al.
2008), whereas induction of GPx was related to Cr and Pb, as
well as to organic contaminants in the same study. Induction of
GST and GPx was also recorded in crabs exposed to contami-
nated sediments, under laboratory conditions, and associated
with the presence of metals and organic contaminants (Martin-
Diaz et al. 2007). Despite the activation of those defense
mechanisms, female crabs did not cope efficiently with ROS
production since peroxidative damage was observed, which
highlights the state of environmental degradation of the inner
branch.

The induction of oxidative stress in the hepatopancreas of
crabs from Barrosa was not followed by significant increases
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estos indicios de alerta temprana en los cangrejos es una adver-
tencia de posibles efectos toxicos (Moore 1988). Las deteriora-
das condiciones del brazo interno parecen inducir las defensas
antioxidantes enzimaticas, expresadas a través de un incre-
mento en la actividad CAT, GPx y GST. Un aumento en la acti-
vidad de las enzimas antioxidantes puede reflejar una
adaptacion a una exposicion recurrente a toxicos, otorgando
una mayor proteccion contra el estrés oxidativo. La induccion
de al actividad CAT y GPx es indicacion de una mayor produc-
cion de H,0, en el hepatopancreas de los especimenes de
Barrosa, lo que sugiere la presencia de contaminantes activos
de redox. En este contexto no se puede ignorar el papel del Cr,
como se discute a continuacion. E1 GST puede jugar un doble
papel defensor en las células catalizando la conjugacion de la
fase II de los metabolitos reactivos de compuestos organicos o
la reduccion de hidroperdxidos organicos por GSH (GST de
clase a), y por tanto también actuando como GPx (Cnubben et
al. 2001). Considerando los niveles de GSH; inalterados, los
antioxidantes enzimaticos, en particular las enzimas depen-
dientes de GSH, parecen ser la primera linea de defensa contra
los contaminantes en Barrosa. Se han descrito aumentos en las
actividades CAT, GPx y GST en varias especies acuaticas de
sitios impactados tanto por contaminantes organicos como por
metales (Di Giulio et al. 1993, Stephensen et al. 2000). En par-
ticular, el hepatopancreas de C. maenas mostr6é una induccion
in situ de la actividad GST, que se asocid con los niveles de
metales (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn y Pb) en el sedimento
(Martin-Diaz et al. 2008), mientras que en ese mismo estudio
la induccion de GPx se relacion6 con el Cr y Pb, asi como con
los contaminantes organicos. También se registr6é una induc-
cién de actividad GST y GPx en cangrejos expuestos a sedi-
mentos contaminados, en condiciones de laboratorio, la cual se
asocio con la presencia de metales y contaminantes organicos
(Martin-Diaz et al. 2007). A pesar de la activacion de tales
mecanismos de defensa, los cangrejos hembras no manejaron
de forma eficiente la produccion de ROS ya que se observo
dafio peroxidativo, lo que pone de manifiesto el estado de
degradacion ambiental del brazo interno.

La induccion del estrés oxidativo en el hepatopancreas de
los cangrejos capturados en Barrosa no fue seguida por un
incremento significativo en los niveles de metales, excepto en
el caso del Cr que mostrd una correlacion positiva (r = 0.84)
con las TBARS (fig. 3). Aunque el Cr puede aumentar la gene-
racion intracelular de ROS a través de reacciones tipo Fenton
(Winston y Di Giulio 1991, Ahmad et al. 2005, 2006), los
niveles de estos contaminantes en el hepatopancreas de los
cangrejos fueron bajos en comparacion con especimenes de
ambientes contaminados (Pedersen et al. 1997, MacFarlane et
al. 2006) o expuestos a sedimentos contaminados de estuarios
espafioles (Martin-Diaz et al. 2006). La mayor disponibilidad
de metales en Barrosa aparentemente no fue suficiente para
registrar incrementos en los niveles del hepatopancreas; por
tanto, no fue posible establecer una relacion directa causa-
efecto entre las respuestas biologicas y la acumulacion de
metales en el hepatopancreas de C. maenas.
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Figure 3. Relationship between accumulated Cr in Carcinus maenas and
lipid peroxidation (TBARS measurement).

Figura 3. Relacion entre el Cr acumulado en Carcinus maenas y la
peroxidacion lipidica (medicion de TBARS).

in metal levels, except for Cr that showed a positive correlation
(r = 0.84) with TBARS (fig. 3). Although Cr can enhance
intracellular ROS generation via Fenton-like reactions
(Winston and Di Giulio 1991, Ahmad et al. 2005, 2006), the
accumulated levels in crab hepatopancreas were low in
comparison with specimens from contaminated environments
(Pedersen et al. 1997, MacFarlane et al. 2006) or crabs
exposed to contaminated sediments from Spanish estuaries
(Martin-Diaz et al. 2006). Presumably, enhanced availability of
metals in Barrosa was insufficient to record increases in levels
of crab hepatopancreas. Consequently, no direct cause-effect
relationship could be established between biological responses
and metal accumulation in crab hepatopancreas.

The additive and synergetic action between metals or with
other toxics should be hypothesized in the induction of oxida-
tive stress (Livingston 2001). The accumulated effects have
been demonstrated in the laboratory for Cr, Cu, and polycyclic
aromatic hydrocarbons (Ahmad et al. 2005, 2006) and
observed in field studies (Nimptsch et al. 2005, Lima et al.
2006). A relation between the higher levels of nitrogenous
compounds in Barrosa and the observed oxidative stress evi-
dence should be considered, since it has been established that
these compounds may also induce biochemical responses. It
has been suggested that ammonia and nitrite can be important
sources of pro-oxidants for fishes, mussels, and aquatic plants,
leading to the production of nitric radicals (Das et al. 2004,
Lima et al. 2006, Nimptsch and Pflugmacher 2007). In aquatic
plants, the toxicity of ammonia was described as a complex
phenomenon, involving the decrease in pH resulting from the
excess of intracellular H* originated by the enhanced NH,*
content (Nimptsch and Pflugmacher 2007). In fishes, exposure
to nitrite was reported to cause anoxia in tissues due to
methemoglobinemia (Das et al. 2004).

In summary, the applied battery of biological responses
pointed to toxic effects at biochemical levels in crabs from the
impacted inner branch of Obidos Lagoon and eventual ecologi-
cal risk for autochthonous populations. However, cause-effect
relationships between pressures and biological responses were
difficult to establish under these field conditions.
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Es recomendable considerar la accion aditiva y sinérgica
entre los metales o con otros toxicos en la induccion del estrés
oxidativo (Livingston 2001). Se han demostrado los efectos
acumulados del Cr, el Cu y los hidrocarburos aromaticos
policiclicos en el laboratorio (Ahmad et al. 2005, 2006) y se
han observado en el campo (Nimptsch et al. 2005, Lima et al.
2006). Deberia de considerarse una relacion entre los mayores
niveles de compuestos nitrogenados en Barrosa y la evidencia
de estrés oxidativo observada, ya que se ha establecido que
estos compuestos también pueden inducir respuestas bio-
quimicas. Se ha sugerido que el amoniaco y los nitritos pueden
ser importantes fuentes de prooxidantes para peces, mejillones
y plantas acuaticas, resultando en la produccion de radicales
nitricos (Das et al. 2004, Lima et al. 2006, Nimptsch y
Pflugmacher 2007). En las plantas acuaticas se ha descrito la
toxicidad del amoniaco como un fendémeno complejo que invo-
lucra una disminucion en pH a causa del exceso de H* intrace-
lular originado por un mayor contenido de NH," (Nimptsch y
Pflugmacher 2007). En peces, la exposicion al nitrito produce
anoxia en los tejidos debido a la metemoglobinemia (Das €t al.
2004).

En resumen, las respuestas biologicas estudiadas indicaron
efectos toxicos a niveles bioquimicos en cangrejos de un brazo
interno impactado de la Laguna de Obidos y un eventual riesgo
ecologico para las poblaciones autdctonas; sin embargo, no fue
posible establecer relaciones causa-efecto entre presiones y
respuestas biologicas bajo estas condiciones de campo.
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